




UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 












ANALIZA MOŽNIH PRISTOPOV ZA PRIDOBITEV 


















UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 















ANALIZA MOŽNIH PRISTOPOV ZA PRIDOBITEV HAPLOIDNIH 
LINIJ KONOPLJE (Cannabis sativa L.) 
 
DIPLOMSKO DELO 




ANALYSIS OF POTENTIAL APPROACHES FOR PRODUCTION OF 
HAPLOIDS OF CANNABIS (Cannabis sativa L.) 
 
B. SC. THESIS 

















Svetik S. Analiza možnih pristopov za pridobitev haploidnih linij konoplje (Cannabis sativa L.).  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017 
  
 
   
II 
 
Diplomsko delo je zaključek Univerzitetnega študija Kmetijstvo – agronomija – 1. stopnja. 
Delo je bilo opravljeno na Katedri za genetiko, biotehnologijo, statistiko in žlahtnjenje rastlin.  
 









Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednik: prof. dr. Metka HUDINA  
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo 
 
 
Član:  prof. dr. Borut BOHANEC 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo 
 
 
Član:  doc. dr. Jana MUROVEC 
















Svetik S. Analiza možnih pristopov za pridobitev haploidnih linij konoplje (Cannabis sativa L.).  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017 
  
 
   
III 
 




DK UDK 631.528:633.522(043.2) 
KG Konoplja / Cannabis sativa / žlahtnjenje / haploidi / tehnike indukcije haploidov / 
ginogeneza / androgeneza / F1 hibridi 
AV SVETIK, Sinja  
SA BOHANEC, Borut (mentor)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, Univerzitetni 
študijski program prve stopnje Kmetijstvo - agronomija 
LI 2017  
IN ANALIZA MOŽNIH PRISTOPOV ZA PRIDOBITEV HAPLOIDNIH LINIJ 
KONOPLJE (Cannabis sativa L.) 
TD Diplomsko delo (Univerzitetni študij - 1. stopnja)  
OP VI, 20 str., 2 sl., 34 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Zaradi široke uporabe in vse večje prepoznavnosti konoplje (Cannabis sativa L.) se 
potreba po žlahtnjenju in iskanju novih sort povečuje. Konoplja je zaradi fizioloških in 
morfoloških značilnosti zelo zanimiva rastlina za pridelovanje. Te lastnosti pa vplivajo 
tudi na potencialne pristope za pridobivanje novih sort. Mnoge žlahtniteljske tehnike se 
pri konoplji že uporabljajo. Ena izmed tehnik je tudi induciranje haploidov, ki so rastline 
z gametnim številom kromosomov. Če bi uspeli pridobiti haploidno linijo in nato 
podvojene haploide, bi to olajšalo možnost za pridobitev F1 hibridnih linij, ki jih pri 
konoplji še ni. Hibridne linije so genetopisko in fenotipsko izenačene, na račun izražene 
heteroze pa imajo boljše lastnosti, kot starševske linije. Tehnik indukcije haploidov je 
več, npr. ginogeneza in situ in in vitro ter androgeneza . V nalogi smo te tehnike opisali 
in se naslonili na postopke, ki so jih razvili pri drugih rastlinskih vrstah, ter na raziskave 











Svetik S. Analiza možnih pristopov za pridobitev haploidnih linij konoplje (Cannabis sativa L.).  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017 
  
 
   
IV 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
 
ND Du1  
DC UDC 631.528:633.522(043.2) 
CX Cannabis / Cannabis sativa / breeding / haploids / haploid induction techniques / F1 
hybrids 
AU SVETIK, Sinja  
AA BOHANEC, Borut (supervisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Agronomy, Academic 
Study Programme in Agriculture - Agronomy 
PY 2017 
TI ANALYSIS OF POTENTIAL APPROACHES FOR PRODUCTION OF HAPLOIDS 
OF CANNABIS (Cannabis sativa L.)  
DT B. Sc. Thesis (Academic Study Programmes) 
NO VI, 20 p., 2 fig., 34 ref.  
LA sl 
Al sl/en 
AB Due to the wide use and increasing recognition of cannabis (Cannabis sativa L.), search 
for new varieties and the need for breeding is increasing. Cannabis is a very interesting 
plant for cultivation because of its physiological and morphological characteristics. 
These aspects also affect potential approaches to obtain new varieties. Many breeding 
techniques are already in use for cannabis. One of the techniques is to induce haploids, 
which are plants with gametic number of chromosomes. Successfully acquiring a 
haploid line and then doubled haploids, would make it easier to obtain F1 hybrid lines 
that currently do not exist in cannabis. Hybrid lines are genetically and phenotypically 
uniform. Expressed heterosis would induce better traits in hybrids than in parental lines. 
There are several techniques for haploid induction like gynogenesis in situ and in vitro 
and androgenesis. We described these techniques and leaned on processes developed on 






Svetik S. Analiza možnih pristopov za pridobitev haploidnih linij konoplje (Cannabis sativa L.).  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017 
  
 
   
V 
 
 KAZALO VSEBINE 
 
Str. 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA III 
KEY WORDS DOCUMENTATION IV 
KAZALO VSEBINE V 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI VI 
KAZALO SLIK VI 
1 UVOD 1 
2 OPIS IN LASTNOSTI NAVADNE KONOPLJE (Cannabis sativa L.) 2 
2.1 POIMENOVANJE NAVADNE KONOPLJE 2 
2.2 DELITEV GLEDE NA KEMOTIP 3 
2.3  RAST IN RAZVOJ 3 
2.4 UPORABNI SEKUNDARNI METABOLITI V NAVADNI KONOPLJI 4 
2.5 UPORABA KONOPLJE V MEDICINSKE NAMENE 4 
3 ŽLAHTNJENJE KONOPLJE 5 
4 HAPLOIDI 6 
4.1 OPIS 6 
4.2 PRIDOBIVANJE HIBRIDNIH SORT PREKO HAPLOIDOV 7 
4.3 "HIBRIDNE" SORTE PRI NAVADNI KONOPLJI 8 
5 TEHNIKE PRIDOBIVANJA HAPLOIDOV IN MOŽNOST UPORABE PRI 
KONOPLJI 8 
5.1  INDUKCIJA HAPLOIDOV PREKO ŽENSKIH GAMET IN SITU 9 
5.1.1 Oprašitev s pelodom iste rastlinske vrste 9 
5.1.2 Opraševanje s pelodom nesorodne ali sorodne vrste 10 
5.2 GINOGENEZA ALI IN VITRO INDUKCIJA HAPLOIDOV 11 
5.3 ANDROGENEZA 12 
5.4 PLOIDNOST REGENERANTOV 14 
5.5 PODVAJANJE KROMOSOMOV 15 
5.6 TVORBA F1 HIBRIDA 15 
6 ZAKLJUČEK 16 
7 VIRI 17 
 
  
Svetik S. Analiza možnih pristopov za pridobitev haploidnih linij konoplje (Cannabis sativa L.).  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017 
  
 
   
VI 
 
KAZALO SLIK  
 
Str. 
Slika 1: Prikaz ovarija in pestiča ženskega cvetu konoplje (Small in Naraine, 2016) 12 
Slika 2: Cvet moškega spola konoplje, a) in b) moški cvet konoplje z vidnimi prašnicami, c) 
prašnica (Pasković, 1950) 13 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
CBD kanabidiol 
CBDA kanabidiolska kislina 
CBN kanabinol 
DH podvojeni haploidi (angl. doubled haploids) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
RAPD naključno namnožena polimorna DNA (angl. random amplified polymorphic 
DNA) 
9-THC delta-9-tetrahidrokanabinol 














Svetik S. Analiza možnih pristopov za pridobitev haploidnih linij konoplje (Cannabis sativa L.).  




1 UVOD  
 
Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) je rastlina, katere vsi deli se lahko uporabljajo tako v 
industrijske kot v medicinske namene. Semena se lahko uporabljajo za krmo ptic in v prehrani 
ljudi, ali pa se iz njih lahko stiska olje. V olju so nenasičene maščobe in vitamin E, ki 
preprečujejo bolezni srca in ožilja. Iz semen se pridobiva tudi moko, ki se uporablja pri peki 
različnih izdelkov. Iz stebel pridobivajo vlakna, iz katerih izdelujejo sukance, vrvice, ladijske 
vrvi, tkanine, šotore, idr. Vlakna se uporabljajo tudi v gradbeništvu, kjer se vgradijo med 
cement in apno, iz česar nastane konopljin beton. Poleg vsega naštetega pa se konoplja 
uporablja še v izdelavi številnih drugih produktov. Zaradi zlorabe rastline kot mamilo so jo v 
20. stoletju prepovedali, v zadnjem času pa se pojavlja v vse več raziskavah, ki dokazujejo 
zdravilne učinke izvlečkov cvetov ženskih rastlin (kanabinoidov) pri zdravljenju številnih 
boleznih (Kocjan Ačko, 2015). 
 
Prav zaradi njenih zdravilnih učinkov, vedno večje prepoznavnosti in drugih prednosti ter 
široke uporabne vrednosti se potreba po žlahtnjenju konoplje povečuje. Lastnosti, ki se jih z 
žlahtnjenjem išče, so količina in kakovost vlaken, dolžina razvojnega cikla in odpornost na 
bolezni in škodljivce. Ker je konoplja zelo občutljiva na okoljske dejavnike, je pomembno, da 
se žlahtni za določeno območje, kjer se bo tudi gojila. Primernost sorte za okolje je odvisna tudi 
od namena uporabe konoplje (Salentijn in sod., 2015). 
 
Žlahtnjenje poleg tehnik selekcije, načrtnega medsortnega in medvrstnega križanja ter 
mutacijskega žlahtnjenja obsega tudi novejše metode, med katere spadajo zlasti in vitro 
opraševanje, reševanje nedozorelih embrijev, fuzija protoplastov, genske transformacije in 
proizvodnja haploidnih linij oz. podvojenih haploidnih rastlin. Slednje se uporabljajo za 
žlahtnjenje kmetijskih rastlin, okrasnih rastlin ter aromatičnih in zdravilnih rastlin (Murovec, 
2013). 
 
O pridobivanju haploidov pri navadni konoplji obstajajo le pomanjkljivi zapisi, obstaja pa nekaj 
literature o osvojenih postopkih tkivnih kultur npr. mikropropagacija, produkcija sekundarnih 
metabolitov in genska transformacija. S pomočjo literature o drugih rastlinskih vrstah smo 
skušali opisati postopke, ki bi se lahko uporabili tudi pri konoplji. Namen naloge je predstaviti 
možne postopke, ki so že uveljavljeni pri mnogih rastlinskih vrstah. Predstavili pa smo tudi 
splošne lastnosti konoplje, ki so pomembne za te postopke.  
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2 OPIS IN LASTNOSTI NAVADNE KONOPLJE (Cannabis sativa L.) 
 
Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) iz družine Cannabaceae (konopljevke) je enoletna, 
dvodomna cvetoča rastlina. Gojijo jo po vsem svetu za pridobivanje vlaken in celuloze, v 
prehranske namene (semena in olja iz semen), za biomaso in zaradi pridobivanja metabolitov, 
ki jih vsebuje (Ranalli, 2004). Kanabinoidi, predvsem psihoaktivna snov 9- THC (delta-9-
tetrahidrokanabinol), so substance, ki imajo visok terapevtski potencial in so primerne za razvoj 
novih zdravil (Farag in Kayser, 2015). 
 
Konoplja je zelo uporabna, saj se iz nje lahko pridobiva material za industrijske namene (vlakna 
in celuloza, npr. za papir), vključi se jo lahko v kolobar (zmanjša porabo pesticidov, poveča 
pridelek poljščin, ki ji sledijo v kolobarju), ker je enoletna rastlina, je z njo povezano lažje 
ekonomsko načrtovanje,  ima potencialne zdravilne učinke, za katere trg že obstaja, je 
potencialna kultura za fitoremediacijo na tleh, onesnaženih s težkimi kovinami (Ranalli, 2004). 
Poleg tega se iz nje izdeluje tudi različne kozmetične produkte, funkcionalno hrano in bio-




2.1 POIMENOVANJE NAVADNE KONOPLJE 
 
Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) se smatra kot ena najstarejših gojenih rastlinskih vrst. 
Taksonomska razdelitev konoplje je problematična. Ime C. sativa ali »gojena konoplja« je 
najverjetneje prvič uporabil Fuchs leta 1542 v svoji zbirki rastlin, v kateri je tudi ilustracija 
Evropske konoplje. Lamarck je leta 1785 določil, da so vrste iz rodu Cannabis, ki prihajajo iz 
Indije, različne od konoplje, ki so jo poznali v Evropi in zato poimenoval novo vrsto Cannabis 
indica Lam. Večja razvejanost, tanjša skorja, oblika lista in lastnost, da je C. indica opojna, so 
bile lastnosti po katerih je ločil C. indica od C. sativa. Predlagali so tudi druge vrste, npr. 
Cannabis chinesis Delile in Cannabis ruderalis Janisch. Vavilov je leta 1926 obravnaval C. 
ruderalis kot sinonim za C. sativa L. var. spontanea Vav., ki jo je poimenoval sam. Kasneje je 
odkril divje populacije rodu Cannabis v Afganistanu, ki so bile različne od C. sativa var. 
spontanea in tako poimenoval nov takson C. indica Lam. Var. kafiristanica Vav.. Small in 
Cronquist sta leta 1976 predlagala monotipično poimenovanje Cannabis, kar je pomenilo, da 
sta spremenila koncept Lamarca in Vavilova. C. indica sta razvrstila v C. sativa L. subsp. indica 
(Lam.) in jo razlikovala od C. sativa L. subsp. sativa na podlagi vsebnosti psihoativnih snovi. 
Obe podvrsti sta razdelila na divje in udomačene različice na podlagi značilnosti rožke (t. j. 
seme pri konoplji) (Piluzza in sod., 2013). Vendar se tako poimenovanje ni popolnoma 
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2.2 DELITEV GLEDE NA KEMOTIP 
 
Morfološko gledano je industrijska konoplja bolj robustne rasti, ker se jo uporablja za vlakna, 
medtem ko je marihuana bolj košate rasti, saj se jo prideluje zaradi uporabe cvetov. Vendar sta 
si lahko po morfoloških značilnostih zelo podobni. Industrijsko konopljo in marihuano zato 
ločujemo na podlagi vsebnosti THC. Na podlagi relativnih deležev vsebnosti THC 
(tetrahidrokanabinol) in CBD (kanabidiol) so razdelili konopljo na tri kemotipe: I prevladujoč 
kanabinoid je THC (uporablja se v medicinske namene); II prevladujoča kanabinoida sta THC 
in CBD (vmesni tip); III prevladujoč kanabinoid je CBD (uporablja se za vlakna) (Fike, 2016; 
Piluzza in sod., 2013).  
  
V Evropi cvetovi navadne konoplje ne smejo vsebovati več kot 0,2 % THC v suhi teži. V 
marihuani pa THC variira med 1 do 20 % ali več (Fike, 2016).  
Tudi ta razdelitev je lahko problematična, saj je vsebnost THC odvisna od vsake rastline 
posebej in lahko močno variira že med posameznimi razvojnimi stadiji rastline. Razmerje med 




2.3  RAST IN RAZVOJ  
 
Konoplja intenzivno raste na sončnih lokacijah, na tleh, ki so dobro odcedna in bogata s hranili. 
Zraste do 5 m v višino v štirih do šestih mesecih v rastni sezoni. Kot že omenjeno, je konoplja 
sicer dvodomna rastlina (moški in ženski cvetovi niso na isti rastlini), vendar pa so že uspeli 
pridobiti tudi sorte, ki so hermafroditi (moški in ženski cvetovi so na isti rastlini), kar omogoča 
večjo uniformnost pridelka. Konoplja se razmnožuje s semenom.  
 
Kalitev rastline poteka 3 – 7 dni, nato pa rastlina preide v juvenilno fazo, v kateri je 2 – 3 
mesece. V tej fazi se izrazi fototropizem, morfološko pa še ni moč določi spola rastline (Farag 
in Kayser, 2015). Spol je mogoče določiti s pomočjo DNA analize. S 400-bp RAPD markerjem 
so tako določili začetni oligonulekotid, ki se veže na mesto, ki je prisotno pri vseh rastlinah 
moškega spola in odsotno pri vseh rastlinah ženskega spola (Mandolino in sod., 1998) in na ta 
način uspeli določiti spol rastlin. Konoplja je kratkodnevnica, kar pomeni, da vegetativno raste, 
ko se dan daljša in preide v fazo cvetenja, ko se začne dan krajšati. Razvoj cvetov pri moških 
in ženskih rastlinah poteka zelo različno. Ko moški cvetovi dozorijo, z vetrom oprašujejo 
ženske rastline in takoj za tem propadejo. Navadno se moški cvetovi razvijejo pred ženskimi, 
prav tako moške rastline propadejo še preden se na ženskih rastlinah oblikujejo semena (Farag 
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2.4 UPORABNI SEKUNDARNI METABOLITI V NAVADNI KONOPLJI  
 
Številne kemične spojine se sintetizirajo kot produkti sekundarnega metabolizma, npr. 
kanabinoidi, terpeni in fenolne spojine. Čeprav so kanabinoidi najbolj preučena skupina spojin 
v konoplji, imata tudi ostali dve skupini potencialne zdravju koristne učinke (Andre in sod., 
2016).  
 
Kanabinoide so do sedaj našli le v konoplji, in sicer predvsem v žleznih trihomih. Najdemo jih 
tudi na steblu, pelodu, semenih in koreninah. Kanabinoidi se sintetizirajo, ko so rastline 
izpostavljene svetlobi in vročini. Koncentracija kanabinoidov naraste, ko rastlina preide v polno 
cvetenje. Vsebnost kanabinoidov ni odvisna samo od spola rastline in sorte, ampak vplivajo 
tudi okoljski dejavniki, kot so geografska lega, intenziteta svetlobe UV-B sevanje vetrovnost 
območja, itd. Hladna poletja in gnojenje z dušikom lahko njihovo koncentracijo znižajo (Farag 
in Kayser, 2015). Glavni spojini sta THCA ( - 9-tetrahidrokanabinolska kislina) in CBDA 
(kanabidiolska kislina). THCA je glavni predstavnik kanabinoidov pri medicinski konoplji, 
medtem ko je CBDA glavni predstavnik pri konoplji, ki se goji za pridelavo vlaken (Andre in 
sod., 2016).  
 
Poleg kanabinoidov pa so v rastlini zastopani tudi terpeni, ki so prisotni predvsem v esencialnih 
oljih, ki se nahajajo v cvetovih, listih, koreninah in žleznih trihomih. Terpeni so odgovorni za 
raznolike vonje in okuse, ki so prisotni pri konoplji (Farag in Kayser, 2015). Fenolne spojine 
obsegajo ogromno produktov sekundarnega metabolizma, kot so fenolne kisline, flavonoidi, 
lignin, itd. V rastlinah lahko fenolne spojine delujejo kot antioksidanti v določenih fizioloških 
stanjih in tako rastlino ščitijo pred oksidativnim stresom (Andre in sod., 2016). 
 
 
2.5 UPORABA KONOPLJE V MEDICINSKE NAMENE 
 
Kanabinodi imajo vlogo pri endokanabinoidnem sistemu v človeškem telesu. Endokanabinoidi 
uravnavajo številne fiziološke procese, kot so apetit, občutek za bolečino, razpoloženje, 
spomin, vnetja, maščobni in energijski metabolizem, idr. (Andre in sod., 2016). 
 
V Kanadi je dovoljena uporaba konoplje za lajšanje bolečine pri boleznih živčevja, multipli 
sklerozi in pri intenzivni bolečini kot posledici raka. V kliničnih študijah so dokazali, da THC 
in CBD zmanjšata tresavico, ki nastane kot posledica multiple skleroze (Farag in Kayser, 2015).   
 
Na drugi strani pa ima uporaba rastlin rodu Cannabis, zlasti zaradi vsebnosti THC, številne 
stranske učinke. Nivo THC se je v rastlinah za rekreativno uporabo drastično povečal, medtem 
ko je nivo drugih kanabinoidov ostal nespremenjen. Stranski učinki kratkoročne uporabe večjih 
količin THC so izgubljanje spomina, oviranje motoričnih sposobnosti in pojavljanje psihoz. Pri 
dolgoročni uporabi pa se poveča možnost za pojav odvisnosti, možen je vpliv na razvoj 
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možganov, če se uporablja v mladostnem razvoju in poveča se možnost pojava kronične 




3 ŽLAHTNJENJE KONOPLJE  
 
Žlahtnjenje konoplje obsega obnovo in vzdrževanje genskega materiala, povečanje genske 
variabilnosti, selekcijo na podlagi markerjev, razvoj žlahtniteljskih pristopov in monitoring 
THC vsebnosti. Novejše raziskave iščejo metode, ki bi omogočile navzkrižno križanje rastlin 
in iskanje primernih starševskih linij na metodološko in časovno manj zahteven način (Ranalli, 
2004).  
Genski material konoplje se hrani ex situ v genskih bankah. Kolekcije, ki se hranijo, so 
večinoma sorte, ki se jih ne žlahtni več ali pa se v tem trenutku aktivno žlahtnijo. Ena večjih 
kolekcij se hrani v inštitutu Vavilov v St. Petersburg, Rusija, kjer imajo okoli 200 akcesij (Farag 
in Kayser, 2015).   
 
Pri žlahtnjenju konoplje je potrebno upoštevati dve bistveni lastnosti navadne konoplje: (i) 
dvodomnost, kar pomeni, da samoopraševanje ni mogoče, ter (ii) fotoperiodizem, ki vpliva na 
fenološki razvoj rastline, dolžino razvojnega cikla in pridelek (Ranalli, 2004).  
 
Konoplja je v osnovi dvodomna rastlina, kar pomeni, da so moški in ženski cvetovi na različnih 
rastlinah, vendar je mogoče dobiti tudi enodomne rastline oz. hermafrodite, kar je koristna 
lastnost za žlahtnjenje in pridobivanje novih sort (samoopraševanje in opraševanje v sorodstvu). 
V primeru samoopraševanja so potomci rastline, ki je hermafrodit, ženskega spola (Ranalli, 
2004). Kadar je rastlina dnevno izpostavljena svetlobi le kratek čas, lahko hermafroditnost 
izzovemo s tretiranjem s svetlobo, kar povzroči razvoj moških cvetov na ženskih rastlinah 
(McPhee, 1925). Možno pa je vplivati na spol tudi z rastlinskimi hormoni in nekaterimi 
kemikalijami zlasti srebrovim nitration in srebrovim tiosulfatom (Mohan Ram in Sett, 1982).  
 
Konoplja postaja vse bolj zanimiva za izdelavo in trženje raznih novih izdelkov, zato bo 
potrebno razviti nove kultivarje, ki bodo bodisi prilagojeni rastnim okoliščinam na določenih 
območjih, bodisi bodo imeli bolj poudarjene lastnosti, pomembne za izdelavo določenega 
proizvoda.  
 
Raziskave se bodo v prihodnosti zelo verjetno osredotočile na sledeče cilje (Ranalli, 2004):  
 
1. Povečanje sprejetega sevanja med rastno dobo. Tako bi se lahko povečala produktivnost 
rastline;  
2. Zmanjšanje vsebnosti lignina v celični steni stebla, kar bi omogočilo lažje sušenje rastlin 
in zmanjšanje izgub pri predelavi;  
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3. Razvoj sort, ki bi cvetele kasneje, kot cvetijo sedanje sorte. S tem bi dosegli izboljšano 
kakovost stebel, saj bi rastlina vlagala energijo v rast novih listov in ne v cvetenje;  
4. Zmanjšanje občutljivosti rastline na dnevno svetlobo, kar bi zmanjšalo učinkovanje 
fotoperiodičnosti na rast in pridelek rastlin; 
5. Spolno diferenciacijo;  
6. Identifikacijo in selekcijo rastlin, ki so sposobne sintetizirati nove kanabinoidom 
podobne molekule;  
7. Določanje profila maščobnih kislin, ki so prisotne v semenih konoplje in so zelo cenjene 
v prehrani ljudi; 
8. Identifikacijo in selekcijo genov, ki so odgovorni za sestavo in kakovost vlaken. 
 
Metode, ki se največ uporabljajo pri žlahtnjenju konoplje, so masovna selekcija, navzkrižno 
opraševanje, samoopraševanje in opraševanje v sorodstvu, pridobivanje hibridov ter žlahtnjenje 
z uporabo molekulskih markerjev. Za žlahtnjenje rastlin se uporablja tudi mutacijsko 
žlahtnjenje, ki posnema proces spontanih mutacij v naravi. Uporablja se obsevanje z -žarki, 
X-žarki,  in  delci, nevtroni, UV svetlobo in žarki ionov. Lahko se uporabljajo tudi različne 
kemikalije (etil metanfulfonat in dimetil sulfat) (Flajšman in sod., 2017). Tako so v raziskavi 
Flajšman in sod. (2017) mutacijsko žlahtnili konopljo z namenom, da bi ugotovili, kakšen 
odmerek sevanja zmanjša površino listov in višino rastlin za 30 %. Obsevali so semena treh 








Ena izmed pomembnejših tehnik žlahtnjenja je pridobivanje haploidov. Haploidi so rastline, ki 
imajo gametno število kromosomov (Murovec, 2013). Konoplja je diploidna rastlina (2n=20), 
kar bi pomenilo da bi v primeru haploida imela le eno garnituro kromosomov (n=10) (Zottini 
in sod., 1997).  
 
V naravi se haploidi redko pojavijo spontano, poznamo pa številne tehnike, s katerimi lahko 
sprožimo njihov nastanek. Pridobivanje homozigotnih linij s pomočjo haploidnih rastlin lahko 
močno pospeši genetske študije in žlahtniteljski proces, kar je tudi bistvena prednost te tehnike. 
Hitreje dobimo popolnoma homozigotne linije, ki se pri tujeprašnicah uporabljajo kot 
starševske linije za pridobivanje hibridov. Ta tehnika služi tudi kot selekcijski pritisk proti 
škodljivim recesivnim genom, saj se zaradi takojšnjega nastanka popolne homozigotnosti 
izrazijo recesivni geni. Z induciranjem mutacij na haploidnih linijah je žlahtnjenje še hitrejše, 
saj se recesivne spremembe zaradi homozigotnosti izrazijo takoj (Murovec, 2013).  
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Haploidi se najpogosteje pridobivajo iz F1 starševske linije, katerih gamete so iz F2 linije. 
Mnogi avtorji priporočajo, da bi se haploide pridobivalo iz F2 linij, saj bi se tako povečala 
variabilnost (Murovec, 2013).  
 
Na uspeh indukcije haploidov vplivajo različni dejavniki, npr. genotip in starost rastlin, rastne 
razmere, razvojna faza gamet, pred-treniranje gamet, pH in sestava gojišča, temperatura, 
osvetlitev in fotoperioda v rastni komori (Murovec, 2013).   
Poznanih je več tehnik induciranja haploidov, končni cilj vseh teh tehnik pa je nastanek 
podvojenih haploidov (ang. doubled haploids – DH), ki so popolnoma homozigotne diploidne 
rastline. Pri določenih postopkih lahko pride do spontanega podvajanja kromosomov in tako 
spontanih podvojenih haploidov. Tako se podvojeni haploidi redno uporabljajo pri žlahtnjenu 
mnogih rastlin že več desetletij, vendar nastanejo le pri določenih vrstah. Razlogi so različni, 
lahko so biološkega izvora npr. enodomnost, dvodomnost, avtofertilnost, avtosterilnost, 
vegetativno razmnoževanje ali pa tehnični, izvedljivost in učinkovitost protokola za indukcijo 
DH. Protokoli so raznoliki, ne le med rastlinskimi vrstami tudi med posameznimi genotipi 
rastlin. Haploide se lahko uporablja tudi kot haploidne protoplaste za študij genetike somatskih 
celic, za fuzijo protoplastov, aplikacijo indukcije mutacij in prenos DNA (Murovec in Bohanec, 
2012; Murovec, 2013).  
 
 
4.2 PRIDOBIVANJE HIBRIDNIH SORT PREKO HAPLOIDOV 
 
Čeprav lahko izraz »hibrid« pomeni katerega koli križanca (potomca) dveh genetsko različnih 
staršev, v ožjem pomenu besede kot F1 hibrid imenujemo križance čistih linij, pri katerih se 
izrazi hibridni vigor. Prednost hibridov je, da so genetsko in posledično fenotipsko izenačeni. 
Če je heteroza oz. hibridni vigor izražena, pomeni, da so potomci v lastnostih nad povprečjem 
starševskih linij ali pa so boljši od boljše starševske linije. Hibridi so se predvsem uveljavili 
zaradi uniformnosti F1 generacije in predvidljivih lastnosti. Pričakovan pridelek je bil za 15 – 
20 % večji od populacijskih sort.  
 
Kot že omenjeno, da bi dosegli čim večjo heterozo potrebujemo čiste starševske linije. To so 
linije, ki so homozigotne za vse lokuse v zelo visokem deležu. Pridobimo pa jih lahko s 
samoopraševanjem, z opraševanjem v ožjem sorodstvu ali s pomočjo haploidov. 
Samoopraševanje je lahko zelo zamuden postopek, medtem ko s pomočjo haplodov lahko v 
mnogo krajšem času dosežemo popolno homozigotnost rastline. Sicer pri samooprašnicah čiste 
linije niso tako problematične kot pri tujeprašnicah. Samoprašnice imajo hermafroditen cvet in 
se opraševanje mnogokrat odvija v zaprtem cvetu, kar omogoča pretežno homozigotnost. 
Tujeprašnice pa imajo dvospolne cvetove in enospolne cvetove, ki se lahko nahajajo na isti 
rastlini ali pa na različnih. Mnogokrat imajo tudi mehanizme, ki preprečujejo morebitno 
samooplodnjo. Poznamo postopke, ki so tem mehanizmom kos, vendar kljub temu, je potrebno 
za pridobitev čiste linije heterozigota izvesti vsaj 5 samoopraševanj, kar pomeni, da npr. pri 
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dvoletnih rastlinah to lahko traja 10 let. Z indukcijo haploidov, pa pridobimo čisto linijo že v 
prvi generaciji.   
Hibridi so uspešni pri številnih vrstah, med bolj znanimi pri koruzi (Zea mays L.), pšenici 
(Triticum aestivum L.), rižu (Oryza sativa L.), ječmenu (Hordeum vulgare L.), repi (Brassica 
rapa L.) in ogrščici (Brassica napus L.), zelju (Brassica oleracea L.), paradižniku 
(Lycopersicon esculentum Mill.) (Bohanec, 2015).  
 
 
4.3 "HIBRIDNE" SORTE PRI NAVADNI KONOPLJI 
 
Pri navadni konoplji zaenkrat še ni poznanih F1 hibridov, torej sort, ki bi bile požlahtnjene s 
kombinacijo čistih linij. Vseeno pa se izraz hibrid (angl. hybrid) uporablja tudi pri konopljinih 
sortah. Npr. sorte 'Uniko-B', 'Kompolti Hybrid TC' in 'Fibriko' so t.i. hibridi, kjer pa s tem 
izrazom označujejo medsortne križance. 
 
Tako je npr. sorta 'Komoplti Hybrid TC' nastala s trilinijskim križanjem, kjer sta bili dve sorti 
kitajskega porekla 'Kinai Ketlaki' (dvodomna) in 'Kinai Egylaki' (enodomna), tretja pa je bila 
sorta 'Kompolti'. Slednjo pa so selekcionirali iz sorte 'Fleischmann hemp'. Najprej so križali 
sorti kitajskega porekla, kjer je enodomna sorta imela vlogo opraševalca in so tako pridobili 
potomce, ki so bile skoraj vse ženskega spola. Nato so oprašili te rastline s sorto 'Kompolti' in 
tako dobili 'Kompolti Hybrid TC'. 'Uniko-B' pa je križanec dveh linij, 'Kompolti' in 'Fibrimon 
21' (enodomna rastlina) (Meijer, 1995). Takšne sorte niso genetsko ali morfološko izenačene. 
 
 
5 TEHNIKE PRIDOBIVANJA HAPLOIDOV IN MOŽNOST UPORABE PRI 
KONOPLJI   
 
O pridobivanju haploidov pri konoplji (Cannabis sativa L.) je literatura nepopolna, zato smo 
se naslonili na postopke, ki so jih razvili že za več kot 250 rastlinskih vrst. Med najbolj uspešne 
protokole za indukcijo haploidov spadajo sledeče rastlinske vrste: ječmen (Hordeum vulgare 
L.), pšenica (Triticum aestivum L.), tobak (Nicotiana tobacum L.), oljna ogrščica (Brassica 
napus L.) in koruza (Zea mays L.).  
 
Haploide se lahko pridobiva iz moških gamet, čemur pravimo androgeneza, ali pa iz ženskih 
gamet. V primeru ženskih gamet lahko nastanek haploidov sprožimo in vitro, čemur pravimo 
ginogeneza, ali  in situ z različnimi opraševanji (Murovec, 2013). 
 
V nadaljevanju bodo opisani pristopi, ki se uporabljajo pri drugih rastlinskih vrstah s pogledom 
na možnost uporabe tudi na konoplji. Prav tako bodo predstavljene dosedanje uspešne raziskave 
na konoplji, ki bi se lahko uporabile pri tehnikah indukcije haploidov pri konoplji.  
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5.1  INDUKCIJA HAPLOIDOV PREKO ŽENSKIH GAMET IN SITU  
 
In situ indukcijo haploidov lahko dosežemo z opraševanjem s pelodom iste vrste, z obsevanim 
pelodom, s pelodom divje sorodne vrste, ki jo oprašujemo, ali pa s pelodom, ki ni soroden vrsti, 
ki jo oprašujemo. Pri opraševanju se jajčna celica oplodi in prične se razvoj hibridnega embrija, 
vendar v zgodnji fazi embriogeneze pride do izločanja kromosomov opraševalca. Možno je 
tudi, da se jajčna celica ne oplodi, vendar pa se razvije haploidni embrij zaradi oprašitve 
polarnih celic in pričetka razvoja endosperma (Murovec in Bohanec, 2012).  
 
 
5.1.1 Oprašitev s pelodom iste rastlinske vrste  
 
Obstajata dve možnosti in situ indukcije haploidov, ki temeljita na opraševanju s pelodom iste 
vrste.  
 
Prva metoda, ki je dobro poznana pri koruzi, temelji na opraševanju ene sorte z izbranim 
genotipom. Pri koruzi so odkrili tako imenovano »inducer« opreševalno linijo ‘Stock 6’, ki je 
po opraševanju sprožila nastanek spontanih haploidov. Rezultat tega opraševanja je v nastanku 
večjega deleža hibridnih embrijev in manjšega deleža haploidnih embrijev (Murovec in 
Bohanec, 2012). Prednost te metode je, da ni potrebno reševanje embrijev in gojenje in vitro, 
saj imajo taka semena normalen endosperm in se lahko embriji normalno razvijejo (Murovec, 
2013).  
 
Druga metoda temelji na opraševanju z obsevanim pelodom. Pelod obsevan z UV,  ali X žarki 
po opraševanju kali na brazdi pestiča, razvije pelodni mešiček, ki nato pripotuje do plodnice. 
Ni še jasno, ali jedro peloda oplodi jajčno celico in polarni jedri ter se kromosomi moških gamet 
izločijo v embriogenezi, ali pa nastanek embrija sproži že sama kalitev peloda. Raziskave 
nakazujejo na možnost, da do oploditve pride, vendar se kromosomi močno obsevanega peloda 
izločijo iz jedra. Uspeh je odvisen od odmerka obsevanja in razvojne faze embrijev po 
reševanju. Metoda se je izkazala kot uspešna pri mnogih rastlinskih vrstah, npr. pri bučah, 
čebuli, črnem ribezu, divji češnji, hruški, jablani, itd. (Murovec, 2013).  
 
Za uspešno izvedbo metode je potrebno izvesti uspešno emaskulcijo rastlin, kar v nekaterih 
primerih predstavlja težavo (Murovec in Bohanec, 2012), kar pa pri konoplji ne bi smelo 
povzročati težav, saj je konoplja dvodomna rastlina. Zelo pomemben je odmerek sevanja. Pri 
majhnih odmerkih je DNA peloda le delno poškodovana in je le-ta še vedno sposoben oploditve 
jajčne celice, kar povzroči nastanek velika števila hibridnih semen in semen z mutiranimi 
fenotipi. Povečanje odmerka sicer zmanjša skupno število embrijev, ki so se razvili, vendar pa 
so regeneranti relativno v večjem številu haploidi. Pri večini rastlinskih vrst je pri tej metodi 
nujno reševanje embrijev in vitro (Murovec in Bohanec, 2013). Pri konoplji metoda še ni bila 
preizkušena.  
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Da bi pelod lahko sprožil razvoj embrija, ne sme izgubiti zmožnosti kalitve, hkrati pa ne sme 
biti zmožen normalne oprašitve (Keles in sod., 2016). Zaradi tega je potrebno najprej ugotoviti, 
kakšen je primeren odmerek sevanja, da pelod še kali. 
 
Na konoplji so že preizkusili, kako sevanje z  žarki vpliva na živost peloda in sposobnost 
kalitve. Nabrali so rastline zjutraj in jih pustili na sobni temperaturi 2 – 3 ure, da so se moški 
cvetovi odprli in nato pelod obsevali. Obsevali so z odmerki 200, 600 in 1.000 Gy. Živost 
peloda so preverjali s fluorescentnim barvanjem (Fluorescein Diacetate, FDA) in zabeležili žive 
in nežive celice peloda pod mikroskopom. Za preverjanje kalivosti peloda in vitro so z 
neobsevanim pelodom najprej določili, katero sestavo gojišča bodo uporabili za kalitev peloda 
in vitro. Odločili so se za gojišče, na katerem so dosegli 84 % kalivost neobsevanega peloda. 
Nato so rastline oprašili z obsevanim pelodom, da bi preverili in vivo kalivost peloda. Ugotovili 
so, da živost peloda ne upade s povečevanjem odmerka sevanja, medtem ko kalivost upade. Pri 
odmerkih 200 Gy in vitro kot tudi in vivo kalitev upadeta za 10 %, pri 600 Gy in vitro kalitev 
upade za 25 % ter in vivo za 66 %, pri 1.000 Gy pa in vitro kalivost upade za 43 %, pri in vivo 
kalitvi pa pride do popolne inhibicije kalitve. Ugotovili so tudi, da se dolžina pelodnega mešička 
ne zmanjša ob povečanju odmerka sevanja (Zottini in sod., 1996).  
 
Ti podatki so dobro izhodišče za nadaljnje raziskave v smislu pridobitve haploidov z obsevanim 
pelodom. Kot so to storili pri Mimlus aurantiacus, bi bilo potrebno semena, ki so se formirala 
po oprašitvi z obsevanim pelodom, površinsko sterilizirati in rešiti embrije za in vitro razvoj 
(Murovec in Bohanec, 2013). Za določanje ploidnosti pa bi se uporabila pretočna citometrija, 
ki meri količno DNA v jedrih. Metoda opraševanja z obsevanim pelodom je zelo hitra in 
zanesljiva, poleg tega pa omogoča določanje ploidnosti že v fazi tkivne kulture, saj za analizo 
zadostujejo že majhne količine rastlinskega materiala (Murovec 2013).  
 
5.1.2 Opraševanje s pelodom nesorodne ali sorodne vrste  
 
Indukcijo haploidov lahko sprožimo z opraševanjem s pelodom sorodne ali nesorodne vrste, po 
katerem pride do oploditve jajčne celice in kasneje do izločanja kromosomov opraševalca v 
zgodnji embriogenezi. Tudi pri tej metodi je potrebno reševanje embrijev in gojenje in vitro 
(Murovec, 2013).  
 
Metoda se je izkazala kot zelo uspešna in se uporablja pri kar nekaj rastlinskih vrstah. Pri 
ječmenu (Hordeum vulgare) oprašujejo žensko rastlino z divjim sorodnikom (Hordeum 
bulbosum) kot opraševalcem (Kasha in Kao, 1970). Ker se endosperm zelo slabo razvije, je 
potrebno v izogib propadu embrijev te rešiti in gojiti in vitro. Metodo so poimenovali 
»bulbosom« metoda, saj je bila prva metoda, s katero so uspeli proizvesti veliko število 
haploidov. Metoda medvrstnega opraševanja je bila uspešna pri krompirju (Solanum tuberosum 
L.), citrusih (Citrus clementina) in pri mnogih žitih (Murovec in Bohanec, 2012).   
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Morda bi bilo vredno poskusiti oprašiti konoplji s sorodnim hmeljem (Humulus lupulus L.), saj 
spada v isto družino (Cannabaceae). Hmelj je dvodomna trajnica, vendar se tako kot pri konoplji 
pojavljajo tudi hermafroditne rastline. Običajen hmelj je diploid (2n=2x=20), kar enako kot pri 
konoplji. Moški cvetovi so majhni premera 3- 6 mm, sestavljeni pa so iz petih zelenkastih listov 
perigona in petih prašnikov, tako kot pri konoplji. Moški cvetovi so si tudi po izgledu podobni. 
Ženska socvetja so podobna storžem, zato jim rečemo storžki. Vretenca in klaski so tesno 
povezani in skupaj dajejo obliko storžka. Klasek pa je sestavljen iz dveh luskastih braktej 
(ovršnih ali krovnih listov) in štirih cvetkov. V fazi cvetenja je podoben konopljinem ženskem 
cvetu (Beatson in sod., 2003; Ivančič, 2002).  
 
 
5.2 GINOGENEZA ALI in vitro INDUKCIJA HAPLOIDOV  
 
Ginogeneza je tehnika, s katero pridobimo haploidne embrije izključno iz ženskega gametofita 
(Murovec in Bohanec, 2012). Dosežemo jo lahko z in vitro kulturo neoprašenih socvetij, 
cvetov, plodnic ali njihovih delov. Primerno hranilno gojišče in fizikalni pogoji sprožijo 
nastanek haploidnih rastlin (Murovec, 2013).  Glavne komponente gojišča naj bi bile: vir 
dušika, ogljikovi hidrati in rastni regulatorji. Srebrov nitrat se je tudi izkazal kot pomemben 
faktor. Pri rodu Cucurbita so uporabili MS (Murashige in Skoog, 1962) osnovno gojišče, 30 
g/L saharoze (pri višjih in nižjih količinah ni prišlo do embriogeneze), ter avksine in citokinine 
kot glavne rastne regulatorje. Rastne regulatorje se uporablja v mnogih različnih kombinacijah 
in koncentracijah. Srebrov nitrat pa se je izkazal kot antagonist etilena. Dokazali so, da skrajša 
čas kalitve embrija in poveča število kalivih embrijev (Dong in sod., 2016). 
 
Čeprav regeneranti, nastali pri ginogenezi, kažejo boljšo gensko stabilnost in nižji delež albino 
rastlin kot regeneranti, nastali pri androgenezi, pa se ginogeneza pretežno uporablja takrat, ko 
druge tehnike ne učinkujejo. Pri ginogenezi je odstotek spontano podvojenih haploidov precej 
nižji kot pri androgenezi. Tehnika je uspešna pri čebuli, sladkorni pesi, kumarah, bučah, 
gerberah, sončnicah, itd. (Murovec in Bohanec, 2012).  
 
To tehniko bi lahko preizkusili na konoplji v primeru, da androgeneza ali metode z 
opraševanjem ne bi bile uspešne. Pri konopljem ženskem cvetu je spodnji del pestiča obdan z 
braktejo, ki nudi zaščito semenu v primeru oploditve. Iz plodnice poteka dolg pestič, ki je 
sestavljen iz tkiva, ki ni dovzetno za pelod, in tkiva, ki je dovzetno za pelod oz. brazde pestiča 
(slika 1) (Small in Naraine, 2016). Zaradi dodatne zaščite plodnice, bi jo v primeru ginogeneze 
morda morali in vitro odpreti.   
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Slika 1: Prikaz plodnice in pestiča ženskega cvetu konoplje (Small in Naraine, 2016). 
 
Pri čebuli (Allium cepa L.) je ta metoda zelo uspešna. Regeneracijo rastlin lahko dosežejo iz 
različnih cvetnih delov, iz plodnic, semenskih zasnov ali pa kar iz celih še ne odprtih cvetov. 
Izkazalo se je, da so dobili več regeneratov iz različnih starševskih rastlin preko kulture plodnic. 
Kultura megaspor pogosto povzroči genetske spremembe pri pridobivanju podvojenih 
haploidov (Bohanec in sod., 1995). V primeru sladkorne pese (Beta vulgaris L.) nobena od 
tehnik induciranja haploidov razen ginogeneze ni bila uspešna, pri čemer so se regeneranti 
razvili iz kulture semenskih zasnov (Ferrant in Bouharmont, 1994).   
 
 
5.3. ANDROGENEZA  
 
Androgeneza je proces indukcije in regeneracije haploidov iz moških gamet. Zaradi velike 
uspešnosti in uporabnosti je najbolj pogosto uporabljena metoda. Uporablja se pri mnogih 
rastlinskih vrstah, npr. pri ječmenu, pšenici, koruzi, rižu, tritikali, rži, tobaku, rastlinah iz rodu 
Brassica in drugih. Slabosti androgeneze so močna odvisnost uspeha od genotipa rastline, 
neodzivnost določenih rastlinskih vrst (predvsem lesnatih rastlin), neodzivnost modelne rastline 
Arabidodopsis thaliana ter relativno velik odstotek regenerantov, ki so albini. Metoda temelji 
na zmožnosti mikrospor (t.j. nezrelega peloda), da spremeni razvojno pot iz gametofitne, ki 
vodi v dozorevanje peloda, v sporofitno, ki vodi v nastanek embrija. To sproži delitev celic na 
haploidnem nivoju iz česar se posredno ali neposredno lahko razvije haploidni embrij. 
Androgeneza se lahko inducira z in vitro kulturo nedozorelih prašnic, kar je tehnično preprosta 
metoda, ki zahteva le površinsko sterilizacijo pred-tretiranih cvetov, odstranitev prašnic v 
aseptičnih pogojih in inokulacijo teh na hranilno gojišče (Murovec, 2013).V raziskavi 
Wedeking in sod. so regenerirali rastline industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) iz prašnic. 
Na gojišče so nanesli cele prašnice, iz katerih so se po 20 dneh razvili prvi regeneranti. Nato so 
jih gojili na različnih gojiščih, z dodatki rastnih regulatorjev za vegetativno rast in rast korenin. 
Po uspešni rasti so jih aklimatizirali v rastlinjaku in jih začeli gojiti in vivo. Za celoten proces 
so potrebovali 120 dni. V raziskavi niso preverjali ploidnosti regenerantov.  
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Izboljšana alternativa kulture prašnic je kultura izoliranih mikrospor. Prašnice se potopi v 
tekoče gojišče, kjer se s pomočjo tresenja izločajo mikrospore v gojišče. Namesto tega se lahko 
stre cvetne brste v tekočem gojišču in se s filtriranjem in centrifugiranjem loči mikrospore od 
somatskega tkiva. Prednost izolacije mikrospor je preprečevanje vpliva sporofitnega tkiva na 
embriogenezo mikrospor, hkrati pa se onemogoči regeneracijo heterozigotov iz somatskih 
celic. Razvoj mikrospor lahko tudi spremljamo z mikroskopiranjem, česar pri kulturi prašnic 
ne moremo. Najpomembnejši dejavnik za uspešno spremembo razvojne poti (iz gametofitnega 
v sporofitni razvoj) je razvojna faza mikrospor. Najbolj primeren čas za večino rastlin je prva 
haploidna mitoza, ko so mikrospore v pozni enojedrni in zgodnji dvojedrni fazi. V ta namen se 
uporabljajo stresni dejavniki, npr. temperaturno pred-tretiranje, osmotski stres in stradanje 
mikrospor, ki se razlikujejo glede na vrsto rastline (Murovec, 2013). Pri indonezijski cvetači so 
ugotovili, da je najbolj kritičen dejavnik razvojna faza cveta, pri čemer pa ima zelo pomembno 
vlogo tudi genotip rastline. Dosegli so visok odstotek haploidov in podvojenih haploidov, 
skupaj skoraj 69 % od regeneriranih rastlin (Bhatia in sod., 2016). 
 
Tehnika se široko uporablja pri večini vrst iz rodu Brassica, vendar pa se učinkovitost metode 
močno razlikuje med vrstami in sortami. Pri zelju so ugotovili, da je haploidna embriogeneza 
dedna lastnost, kar omogoča vnos te lastnosti s križanjem (Rudolf in sod., 1999).  
 
Glede na to, da je androgeneza ena izmed najuspešnejših metod pridobivanja haploidov, se jo 
zdi vredno uporabiti  tudi pri konoplji. Moški cvetovi konoplje so majhni, vendar vsebujejo 
veliko lahkih in suhih pelodnih zrn (37.000/cvet), ki so manjša od 30 m. Rastline tudi dolgo 
cvetijo, kar pomeni, da ne bi imeli probleme s pridobitvijo svežega peloda (Rana in Choudhary, 
2010). Pelod vetrocvetk ne ostane dolgo viabilen po temu, ko zapusti cvet. Ugotovili pa so, da 








Kot je bilo že rečeno, je eden izmed pomembnih korakov v izvedbi te metode ugotavljanje 
primerne razvojne faze mikrospor. V študiji Luce in sod. (2013) so ugotavljali, ali bi se lahko 
dolžina moških cvetov uporabljala kot indirektna metoda za ugotavljanje razvojne faze 
mikrospor. Naredili so citološko raziskavo in na podlagi te določili dolžine cvetov sedmih sort. 
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Ugotovili so, da povezava med dolžino in razvojnim stadijem obstaja, vendar je ta sortno 
specifična (Luca in sod., 2013).  
 
 
5.4 PLOIDNOST REGENERANTOV  
 
Po uspešni indukciji in regeneraciji haploidov je potrebno določiti, ali so regeneranti haploidi, 
podvojeni haploidi ali diploidni heterozigoti.  
Včasih so za določanje uporabljali indirektne metode, kot so morfološke lastnosti (na primer 
velikost cvetov), plodnost rastlin, število kloroplastov v celicah zapiralkah in velikost listnih 
rež. Te metode so zamudne in nenatančne, ker so pod vplivom okoljskih dejavnikov. Trenutno 
se uporabljajo direktne metode, kot sta citološka tehnika štetja metafaznih kromosomov in 
pretočna citometrija, kjer se meri količino DNA v jedrih. Pretočna citometrija je najhitrejša in 
najbolj zanesljiva tehnika za določanje ploidnosti, poleg tega pa je za izvedbo analize potrebna 
zelo majhna količina rastlinskega materiala, zato se jo lahko izvede že v fazi tkivne kulture. S 
pretočno citometrijo je mogoče opredeliti tudi, ali gre za miksoploide, kar pri drugih tehnikah 
ni mogoče (Murovec, 2013).  
Pri bučkah (Cucurbita pepo L.) so ploidnost preverjali histološko s štetjem kromosomov v 
koreninah in morfološko z merjenjem velikosti listnih rež in številom kloroplastov. Ugotovili 
so, da z obema metodama lahko uspešno določijo ploidnost, vendar je pri morfološkem 
določanju potrebno veliko čakanja, da se rastlina razvije do primerne velikosti (Kurtar in sod., 
2002).  
 
Potrebno je preveriti tudi, ali gre za homozigote ali za somatske regenerante iz diploidnih 
starševskih celic oz. križance po tujeopraševanju/samoopraševanju. Uporabljajo se različne 
metode, ki so odvisne od rastlinske vrste in dostopnih markerskih sistemov. Prvi molekulski 
markerji uporabljeni v za ta namen so bi bili izoencimi, nato pa DNA molekulski markerji (npr. 
AFLP in RAPD). Mikrosateliti v zadnjem času nadomeščajo ostale metode, saj so relativno 
pogosti v genomu, imajo visoko stopnjo polimorfizma, vrednotenje z njimi pa je zaradi 
kodominantnega izražanja preprosto in nedvoumno. Pri indukciji haploidov z androgenezo ali 
iz neoprašenih cvetnih delov je za določitev homozigotnosti dovolj analiza enega 
mikrosatelinega lokusa, ki je pri izvorni rastlini heterozigoten. Kjer pa obstaja nevarnost 
samooploditve ali oploditve, je potrebno analizirati več lokusov. Pri nekaterih rastlinskih vrstah 
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5.5 PODVAJANJE KROMOSOMOV  
 
Zaradi enojne garniture kromosomov so haploidi sterilni oz. ne tvorijo funkcionalnih gamet. 
Da bi dobili fertilno linijo, je potrebno število kromosomov podvojiti. Podvojene haploide, ki 
so homozigotni na vseh lokusih, se pridobiva s tehnikami, ki večinoma vključujejo tretiranje z 
antimitotičnimi sredstvi (npr. kolhicin, ki razgradi niti delitvenega vretena). Uporabljajo se 
lahko v različnih fazah indukcije haploidov, tudi že pri najzgodnejši fazi mikrospor ali pa v fazi 
aklimatiziranih rastlin (Murovec, 2013).  
 
 
5.6 TVORBA F1 HIBRIDA 
 
V kolikor bi uspeli pri konoplji obvladati tehnike pridobivanja čistih linij z opisanimi postopki 
bo potrebno izvesti še študije, ki bodo privedle do tvorbe F1 semena. Kot prvo bo čiste linije 
potrebno medsebojno križati in ugotavljati njihove kombinacijske sposobnosti. Ko bi 
identificirali najprimernejše linije pa bo potrebno zagotoviti semenarski postopek, ki bi privedel 
do vsakoletne pridelave zadostne količine F1 semena. Pri konoplji bi bilo torej potrebno 
zagotoviti vsaj dvoje izoliranih polj za razmnoževanje odbranih čistih linij ter polje za 
pridobivanje hibridnega semena. Ena od možnosti bi bila, da sta čisti liniji ženskega spola ter 
pri njima izzovemo tvorbo moških cvetov. V tem primeru bi bili F1 hibridi tudi ženskega spola. 
Ker ni mogoče pričakovati (razen v primeru medicinske konoplje), da bi kmetje izzivali tvorbo 
moških cvetov na poljih industrijske konoplje, bi bila verjetno za tvorbo F2 semena potrebna 
primes  hermafroditne ali dvodomne sorte, ki bi oprašila F1 hibrid. Nekaj podobnega 
uporabljajo pri rži, kjer 5-10 % primes druge sorte omogoči tvorbo semena (KWS Hybrid rye, 
2017).  
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6 ZAKLJUČEK  
 
Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) je perspektivna rastlina in to tako z vidika pridelovalcev 
kot tudi žlahtniteljev, saj se vedno bolj uveljavlja na trgu prehrane, kozmetike, farmacevtske 
industrije, itd. Tako se zanimanje za konopljo povečuje  tudi na strani uporabnikov, saj se 
pojavlja vedno več raziskav, ki dokazujejo zdravilne učnike njenih sekundarnih metabolitov. 
Ponekod po svetu pa je uporaba konoplje v medicinske namene že dovoljena. Ker se bo verjetno 
pridelava konoplje povečevala, se bo povečala tudi potreba po novih sortah. V tem trenutku na 
trgu obstajajo hibridne sorte konoplje, ki so v bistvu medsortni križanci, pravih F1 hibridnih 
sort pa ni. Da bi take sorte lahko pridobili, moramo najprej pridobiti čiste linije, ki se najhitreje 
pridobijo preko indukcije haploidov.  
Metode, ki so uveljavljene pri mnogih rastlinskih vrstah za induciranje haploidov, bi bilo 
potrebno preizkusiti tudi pri konoplji. Če bi bila katera izmed tehnik uspešna, pa bi lahko 
nadaljevali s pridobivanjem podvojenih haploidov in F1 hibridov. Takšna raziskava bi lahko 
zaradi zelo omejene literature na to temo terjala veliko časa, saj se rastlinske vrste med seboj 
zelo različno odzivajo, vendar pa zaradi perspektivnosti rastline menim, da bi bilo ta čas vredno 
vložiti. 
 
Svetik S. Analiza možnih pristopov za pridobitev haploidnih linij konoplje (Cannabis sativa L.).  




7 VIRI   
 
Andre C.M., Hausman J.F., Guerriero G. 2016. Cannabis sativa: The Plant of the Thousand  
and One Molecules. Frontiers in Plant Science, 7 (19), doi: 10.3389/fpls.2016.00019: 17 str. 
 
Bassani M., Pacini E., Franchi G.G. 1994. Humidity stress responses in pollen od anemophilous 
and entomophilous species. Grana, 33: 146-150 
 
Beatson R.A., Ferguson A.R., Weir I.E., Graham L.T., Ansell K.A., Ding H. 2003. Flow 
cytometric identification of sexually derived polyploids in hop (Humulus lupulus L.) 
andtheri use in hop breeding. Euphytica, 134: 189-194  
 
Bhatia R., Dey S.S., Sood S., Sharma K., Parkash C., Kumar R. 2017. Efficient microspore 
embryogenesis in culiflower (Brassica oleracea var. botrytis L.) for development of plants 
with different ploidy level and their use in breeding programme. Scientia Horticulturae, 216: 
83-92 
 
Bohanec B. 2015. Žlahtnjenje rastlin. Študijsko gradivo za predavanja za študente univ. študija 
agronomije BF v Ljubljani. Ljubljana, Biotehniška fakulteta (interno gradivo) 
 
Bohanec B., Jakše M., Ihan A., Javornik B. 1995. Studies of gynogenesis in onion (Allium cepa 
L.): induction procedures and genetic analysis of regenerants. Plant Science, 104: 21- 224 
 
Dong Y.Q., Zhao W.X.,  Li X.H., Liu X.C., Gao N.N., Huang J.H., Wang W.Y., Xu X.L., Tang 
Z.H. 2016. Androgenesis, gynogenesis. And parthenogenesis haploids in cucurbit species. 
Planc Cell Reproduction, 35: 1991-2019 
 
Farag S. in Kayser O. 2015. Cultivation and Breeding of Cannabis sativa L. for Preparation of 
Standardized Extracts for Medical Purposes. V: Medical and aromatic plants of the world. 
2015. Mathe A (ur.). Dordrecht, Springer: 165-186 
 
Ferrant V. In Bouharmont J. 1994. Origin of gynogenetic embryos of Beta vulgaris L. 
Dordrecht, Springer: 12-16  
 
Fike J. 2016. Industrial Hemp: Renewed Oportunities for an Ancient Crop. Critical Reviews in 
Plant Sciences, 35: 406-242  
 
Flajšman M., Kocjan Ačko D., Bohanec B. 2017 Določanje odmerka obsevanja z X-žarki RD30 
iz površine listov pri treh sortah navadne konoplje. V: Novi izzivi v agronomiji 2017: 
zbornik simpozija, Laško 2017. Ljubljana, Slovensko agronomsko društvo: 140-146  
 
Ivančič A. 2002. Cannabaceae (Cannabinaceae). V: Hibridizacija pomembnejših rastlinskih 
vrst. Maribor, Fakulteta za kmetijstvo: 69-86 
 
Kasha K.J., Kao K.N. 1970. High frequency haploid production in barley (Hordeum vulgare 
L.). Nature, 225: 874-876  
 
Svetik S. Analiza možnih pristopov za pridobitev haploidnih linij konoplje (Cannabis sativa L.).  




Keles D., Özcan C., Pinar H., Ata A., Denli N., Yücel N.K., Taskin H., Büyükalaca S. 2016. 
First Report of Obtaining Haploid Plants Using Tissue Culture Technques in Spinach. 
HortScience, 51, 6: 742-749 
 
Kocjan Ačko D. 2015. Konoplja. V: Poljščine: pridelava in uporaba. Ljubljana, Kmečki glas: 
130-135 
 
Kurtar E.S., Sari N., Abak K. 2002. Obtention of haploid embryos and plants trough irradiated 
pollen technique in squash (Cucurbita pepo L.). Euphytica, 127: 335-344  
 
KWS UK Hybrid Rye Development.  
https://www.kws-uk.com/global/show_document.asp?id=aaaaaaaaaaxisbt (6.9.2017) 
 
Luca M.A., Leonte C., Tirdea G. 2013. Indirect criteria to determine the microspore 
developmental stage in hemp anthers. Seria Horticultura, 56: 85-90  
 
Mandolino G., Carboni A., Forpani S. 1998. Identification of DNA markers linked to the male 
sex in dioecious hemp (Cannabis sativa L.). Theoretical and Applied Genetics, 98: 86-92  
 
McPhee H.C. 1925. The influence of environment on sex in hemp, Cannabis sativa L. Journal 
of Agricultar Research, 28, 11: 1067-1080 
 
Meijer E.P.M. 1995. Fibre hemp cultivars: A survey of origin, ancestry, availability and brief 
agronomic characteristics. Journal of the International Hemp Association 2, 2: 66-73 
 
Mohan Ram H.Y. Sett R. 1982. Induction of Fertile Male Flowers in Genetically Female 
Cannabis sativa Plants by Silver Nitrate and Silver Thiosulphate Anionic Complex. 
Theoretical and Applied Genetics, 62: 369-375 
 
Murashige T., Skoog F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue 
cultures. Physiologia Plantarum, 15: 473-497 
 
Murovec J., Bohanec B. 2012. Haploids and Doubled Haploids in Plant Breeding. V: Plant 
breeding. Abdurakhmonov I (ur.). Rijeka, InTech: 87-106 
 
Murovec J., Bohanec B. 2013. Haploid induction in Mimulus aurantiacus Curtis obtained by 
pollination with gamma irradiated pollen. Scientia Horticulturae, 162: 218-225  
 
Murovec J. 2013. Tehnike indukcije haploidov in podvojenih haploidov. Acta agriculturae 
Slovenica, 101-2: 293-307  
 
Paskovič F. 1950. Uzgoj konoplje za vlakno i sjeme. Zagreb, Seljačka sloga: 112 str. 
 
Piluzza G., Delogu G., Cabras A., Marceddu S., Bullitta S. 2013. Differentiation between fiber 
and drug types of hemp (Cannabis sativa L.) from a collection of wild and domesticated 
accessions. Genetic Resources and Crop Evolution, 60: 2331-2342  
 
Svetik S. Analiza možnih pristopov za pridobitev haploidnih linij konoplje (Cannabis sativa L.).  




Ranalli P. 2004. Current status and future scenarios of hemp breeding. Euphytica, 140: 121-
131 
 
Rudolf K., Bohanec B. In Hansen M. 1999. Microspore culture of white cabbage, Brassica 
oleracea var. capitata L.: Genetic improvement of non-responsive cultivars and effect of 
genome doubling agents. Plant Breeding, 118: 237-241  
 
Salentijn E., Zhang Q., Amaducci S, Yang M., Trindade L.M. 2015. New developments in fiber 
hemp (Cannabis sativa L.) breeding. Industrial Crops and Products, 68: 32-41 
 
Small E., Naraine S.G.U. 2016. Expansion of female sex organs in response to prolonged 
virginity in Cannabis sativa (marijuana). Genetic Resources and Crop Evolution, 63: 339-
348 
 
Zottini M., Mandolino G., Ranalli P. 1996. Effects of -ray treatment on Cannabis sativa pollen 
viability. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 47: 189-195 
 
Wedeking B., Pinker I., Grassi G. 2013. Plant regeneration of Cannabis sativa L. trough 
anther culture (in vitro) of the cultivar »usos«. V: Consiglio per la ricerca e la 




Svetik S. Analiza možnih pristopov za pridobitev haploidnih linij konoplje (Cannabis sativa L.).  






Rada bi se zahvalila mentorju prof. dr. Borutu Bohancu, ki mi je pomagal pri nastanku 
diplomskega seminarja in bil ves čas nastajanja naloge na razpolago. Hvala tudi za priložnost, 
ki ste mi jo dali. 
Hvala doc. dr. Jana Murovec, da ste se tako hitro odzvali, in hvala za vse popravke. 
 
Zahvalila bi se rada tudi dr. Marku Flajšmanu, ki mi je dajal napotke za nastanek seminarja in 
me učil praktičnega dela v laboratoriju, čeprav ta ni vključen v seminar. Marko, hvala za vso 
pomoč in dobro voljo.  
 
Hvala tudi vsem, ki ste mi kakorkoli pomagali pri nastanku tega seminarja in mi dajali moralno 
podporo.   
Posebna in malce nenavadna zahvala pa gre osebi, ki mi sicer ni neposredno pomagala pri 
nastanku tega seminarja, vsekakor pa me je spodbujala in vzgajala tako, da sem bila danes 
sposobna osvojiti ta cilj. Prepričana sem, da bi bila danes neizmerno ponosna name.  
 
